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(57) Abstract: The invention relates to sterol derivatives 
of formula (I) and to a method for the production of said 
compounds, a medicament using one of said compounds 
and a pharmaceutical composition comprising said 
medicament. 

(57) Abr^^ : U invention concerne des d6riv6s de sterols 
de formule (I) ainsi qu*un proc^d^ de preparation des ces 
composes, un m^icament utilisant un de ces composes 
et une composition pharmaceutique comportant ce medi- 
cament 
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DERIVES DE STEROLS, LEUR PROCEDE DE PREPARATION ET 
MEDICAMENT LES COMPORTANT 

L'invention a pour objet de nouveaux derives de sterols, un 
nouveau procede permettant Tobtention de ces composes et IHitilisation 
desdits composes pour la production de vacuoles secretoires dans des 
cellules tumorales, notamment en vue de la regression de tumeurs 
cancereuses, pour augmenter la dradritog^ndse et combattre les maladies 
neurodegen6ratives et pour I'activation du systdme immunitaire. 

La dendritogendse est une modification morphologique des 
cellules qui intervient notamment dans le systeme nerveux et dans le 
systeme immunitaire. Dans le systeme immunitaire, la dendritogdnese 
conduit a la generation de cellules dendritiques k partir de monocytes. 
Ces phenomenes physiologiquement impcrtants ne sont pas bien compris 
a ce jour, mais ils sont associes a une augmentation de I'activite 
secretoire des cellules (MARTINEZ- ARCA S. et coll., 2001, J, 
Neurosci, 21 (11), 3830-38 et DENZER K et coll., 2000, J. Cell. Sci., 
113 Pt 19, 3365-74). Ces phenomenes sont induits par des facteurs de 
croissance et des cytokines. La differentiation de monocytes en cellules 
dendritiques (CD) est induite par le co-traitement des monocytes avec 
I'interleukine 4 (IL4/GM-CSF), I'activation des CD requerant en outre un 
traitement au TNF-a (tumor necrosis factor alpha). 

II est connu que les cellules tumorales sont antig^niques et 
expriment k leur surface des antigenes specifiquement recoimus par les 
lymphocytes. Ces antigenes sont des peptides charg6s sur les molecules 
du CMH de classe I : un lymphocyte T CDS" sp6cifique recormalt ce 
complexe CMH-peptide. On a montr6 que les CD modifi6es ex vivo 
pour presenter des antigenes tumoraux induisaient une immunite 
specifique prevenant et/ou eradiquant des tumeurs etablies chez la souris 
(Schuler P. Steinman RM, J. Exp. Med. 1997, 8, 1183-7 et Angevin, 
Andre, Zitvogel, Bull Cancer, 2000, 87(1), 107-15). On a done considere 
que les CD sont des adjuvants puissants pour Tinduction d'une reponse 
immunitaire therapeutique. 

A ce jour, la therapie cellulaire conceme done des m6thodes pour 
generer ex vivo des CD humaines a usage clinique. 

Dans le cas du cancer du sein notamment, on a deja propose de 
pr61ever sur le patient des cellules monocytaires et de les cultiver en 



wo 03/089449 




PCT/FR03/01248 



2 



presence d'une association de cytokines et de Tantigene a presenter ; les 
cellules dendritiques obtenues par dendritogenese ont ete reinjectees aux 
patientes pour developper les lymphocytes T cytotoxiques sp6ciflques de 
Tantigene (Lawrence Fong et Edgar G. Engleman, Annu. Rev. Immunol., 
2000,18, 245-273). 

L'etat de la technique, qui vient d'etre expose, met en evidence les 
inconvenients inherents a ces methodes. En effet, la sensibilisation des 
cellules dendritiques utilise des peptides derives d'antigenes tumoraux ; 
or, dans la majority des tumeurs, les antig^nes specifiques n'ont pas et6 
idaitifi6s. De plus, pour sensibiliser les cellules dendritiques, on utilise 
generalement des peptides identifies dans les cellules tumorales grace a 
des clones de lymphocytes T cytotoxiques specifiques de la tumeur ; or, 
les epitopes presentes par les cellules tumorales et ceux presentes par les 
cellules dendritiques presentatrices d'antigene ne sont probablement pas 
les memes. Au surplus, lorsqu'on utilise des cellules dendritiques 
soumises aux differents traitements ex-vivo ci-dessus evoques, il peut se 
produire des changements phenotypiques conduisant a des populations 
cellulaires heterogenes peu adaptees a un usage therapeutique. II est done 
hautement desirable d'ameliorer les methodes d'obtention de cellules 
dendritiques sensibilisees, pour permettre un developpement de 
rimmunotherapie. 

L'invention est basee sur le fait que Ton a constate que, de fa^on 
tout k fait surprenante, Ton pouvait induire in vivo la differenciation de 
monocytes en cellules dendritiques par une classe de composes 
nouveaux derives de sterols. Jusqu'i present, Tutilisation de composes 
non peptidiques n'avait ete envisagee que pour potentialiser la 
neuritogendse (Pradines et autres, 1995, J. Neurochem., 64, 1954-64) ; 
rien ne pouvait suggerer a Thomme de metier que des molecules non 
peptidiques etaient susceptibles d'induire la differentiation de monocytes 
en cellules dendritiques. Selon Tinvention, et de fa9on tout a fait 
surprenante, on a trouve qu'une categoric de sterols mime, a faible dose, 
I'effet facteur de croissance dendritogenique et Teffet des cytokines. 

La presente invention a, en consequence, pour premier objet les 
nouveaux derives de sterols susceptibles de procurer I'effet ci-dessus 
indique. Ces derives sont les composes de formule (I) : 
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10 formule dans laquelle le carbone en position 4 du squelette cholesterol 
porte des elements Tj, T2, qui peuvent etre independamment H ou CH3 
avec CH3 en a et/ou p, le carbone en position 24 porte un 616ment T4 qui 
represente H, CH3 ou C2H5, le carbone en position 14 porte un element 
T3, qui pent etre H ou im CH3 en 3, Time des liaisons entre les carbones 

15 5 et 6, d'une part, et 7 et 8, d'autre part, peut etre double alors que I'autre 
est sin:q)le, et dans laquelle : 

- Z represente, en position 5 ou 8, soit H soit OH, OH ne pouvant 
6tre porte que par un carbone qui ne porte pas de double liaison ; 

- et R represente en position 6 ou 7, sur un carbone ne portant pas 
20 de double liaison, le substituant de formule -Qo-Qi> 

substituant dans la formule duquel 

-Qo- represente le radical de formule (H) : 

-X.{CH2)«, [ Y,-(CH2)„, ]p, [ Y2 . (CH2)„2 ]p2 [ Y3KCH2)„3 ]p3 [ Y4<CH^^ ]p4 [ Ys - (CH2)„5 ] p5- (n) 

formule (II) dans laquelle : 
25 . pi, p2, Pb, P4, p5 sont des nombres entiers egaux, independamment les 
uns des autres, a 0 ou 1, 
. no, ni, n2, n3, n4, ns sont des nombres entiers independants les uns des 
autres tels que : 

1 < no^4 

30 0 <ni, n2, n3, 114, ns < 4 

. -X- represente -S-, -0-, -CH2-, -NR3-, ou R3 est H ou un radical alkyl 
en CrC4, ou encore un heterocycle 



35 




wo 03/089449 




PCT/FR03/01248 



. -Yi-, -Y2-, -Y3-, -Y4-, -Y5- representent, independamment les uns des 
autres, -S-, -0-, -C-, -NR3-, ou R3 a la signification ci-dessus 
indiquee ; 

et dans la formule duquel 
5 - Qi represente un noyau indolique, un noyau morpholinique ou 
thiomorpholinique rattach6 par son atome d'azote, un h6t6rocycle 



10 I 



15 



CI 



OU Ri represente H, COCH3, un radical alkyl en C1-C4 , ou encore 



^ R2 



20 ou Ri a les significations ci-dessus indiquees et R2 represente H ou un 
radical alkyl en C1-C4, Ri et R2 pouvant constituer ensemble un cycle 
piperidinique, pyridinique, piperazinique eventuellement substitue par 
un radical alkyl en C1-C4, ou encore un heterocycle pyrolique ou 
pyrolidinique comportant un atome d'azote et 4 atomes de carbone, sous 

25 reserve que : 

^^^^^^ alkyl en CrC4 
. si -X- = -NH- et Qi = N , Tun au moins des 

alkyl en CrC4 

nombres pi, pa, pa, P4, Ps soit different de 0 ; et 
30 . si -X- = -CH2-, nO == 1 et tous les nombres pi, p2, Pa, P4, Ps sont mils, Qi 
soit difiKrent de -NH2. 

La pr6sente invention a aussi pour objet un procede d'obtention 
des composes de formule (I) dans lequel : 

- dans une premiere etape, on fait agir Tacide meta- 
35 chloroperoxybenzoique, dissout dans un solvant A, sur un compose 
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repondant a la fprmule (III) 



5 




^1 ^2 

10 foraiule dans laquelle le carbone en position 4 du squelette 
cholesterol porte des Elements Ti, T2, qui peuvent etre 
independamment H ou CH3 avec CH3 en a et/ou P, le carbone en 
position 24 porte un element T4 qui represente H, CH3 ou C2H5, le 
carbone en position 14 porte un element T3, qui peut etre H ou un CH3 

IS en Tune au moins des liaisons entre les carbones 5 et 6, d'une part, 
et 7 et 8, d'autre part, est double, le compose de formule III 6tant 
dissous dans un solvant B misci]>le au solvant A, 
- dans une deuxieme etape, on fait agir sur le compose 6poxy obtenu 
par la premiere etape, dissous dans un solvant C en presence d'un 

20 activateur D, ime amine de formule QoQi, Qo et Qi ayant les 
significations indiquees dans la revendication 1, dissoute dans un 
solvant E miscible au solvant C. 

Parmi les composes de formule (I) preferes, il faut citer : 
le cholestan-3p, 5a diol 6p-N-[l-M-(3-amino-propyl)-butane-l,4- 

25 diamine] ; 

le cholestan-36, 5a diol 6P-N-[A^j^-bis-(3-amino-propyl)-butane-l,4- 
diamine] ; 

le cholest-7-ene-3B, 5a diol 6p-N-[l-M-(3-amino-propyl)-butane-l,4" 
diamine] ; 

30 le cholest-7-ene-3B, 5a diol 6p-N-[iy;iV-bis-(3-amino-propyl)-butane- 
1,4-diamine] ; 

le cholest-7-ene-3fi, 5a diol 6p-N-[2 ethylamino-(3/f-imidazol-4-yl)] ; 
le cholestan-36, 5a diol 6p-N-[2 ethylamino-(3/^imidazol-4-yl)] ; 
le cholest-7-ene-36, 5a diol 6P-N-(4-Amino-butylamine) ; 
35 le cholest-7-ene-3B, 5a diol 6P-N-{2-[2-(2-amino-6thoxy)-ethoxy]- 
6thylamine} ; 



wo 03/089449 




PCT/FR03/01248 



6 

le cholestan-3B, 5a diol 6P-N-[4-(2-amino-ethyl)-iniidazol-l-yl] ; 
le cholestan-3B, 5a diol 6p-N-({lH-iniidazol-4-yl}-ethyl)--acetainide. 

On a notamment constate que Tutilisation des composes de 
formule (I) k des doses nanomolaires induit la production de vacuoles 
5 secretoires dans differentes lignes cellulaires tumorales, ce qui, selon 
r^tat de la technique, est gen^ralement associ6 k une dendritog^ndse, et 
dans des lign6es cellulaires immortalisees telles que les NIH-3T3 ou les 
COS-7. 

L'invention a done aussi pour objet un medicament caracterise par 
10 le fait qu'il comporte, dans un vehicule pharmaceutiquement acceptable, 
au moins im compost de formule (I). 

Dans une premiere variante, le medicament ci-dessus defini est 
utilise pour augmenter la dendritogendse de cellules vivantes de 
mammif^res ; il peut etre utilise pour declencher ime neuritogenese sur 
15 des cellules nerveuses ou leurs precxu-seurs et pour combattre les 
maladies neuro-degeneratives humaines. 

Dans une autre variante, le medicament ci-dessus defini est utilise 
pour activer le syst^me immunitaire d'un organisme vivant. 

Dans ime troisidme variante, le medicament ci-dessus defini est 
20 utilise pour la production de vacuoles secretoires dans des cellules 
tumorales d'un organisme vivant, notamment pour la regression des 
tumeurs canc^reuses chez les mammifi&res. 

Le medicament selon Tinvention est avantageusement 
administrable par injection ; dans im tel cas, il peut etre utilise a des 
25 doses allant de 8,5 ng/g d'organisme vivant traite a 1,7 |Ag/g d'organisme 
vivant traite ; pour le traitement d'une tumeur, Tinjection s*effectue, de 
preference, a proximite de la tumeur a traiter. 

Le caractere surprenant de Tinvention provient notamment du fait 
que des composes ayant ime formule voisine de celles definies par la 
30 formule (I) n'ont ete anterieurement decrites qu'en mentionnant des 
activites totalement differentes de celles trouvees pour les composes de 
formule (I) selon Tinvention. Dans le brevet frangais 2 047 880, il est 
indique que les composes decrits ont ime activite 
hypocholesteroiemiante. Dans le document "Synthetic Communications 
35 (1997), 27(1 1), 1951-1962", il est indique que les composes decrits ont 
une activite antibiotique. Dans le document "Arzneimittel-Forschung 
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(1995), 45(2), 190-4" et dans le document "Anticancer Research (1999), 
19 (2 A), 1229-1234", il est indiqu6 que les composes decrits ont une 
activity cytotoxique. II en resulte que lliomme de metier ne pouvait en 
aucun cas prevoir, k partir de cet ^tat de la technique, que les composes 
5 de formule (I) pouvaient induire une dendritogenese, une neuritogendse 
et/ou la production de vacuoles secr^toires dans differentes lign^es 
cellulaires tumorales. 

L'induction de la production de vacuoles a ete observ6e dans 
differentes lignees cellulaires tumorales et notamment les cellules A549, 

10 U937, MCF-7, HT29, PC 12 et B16. La dendritogenese et la 
neuritogenese ont ete observees sur des cellules tumorales U937 et P19, 
ainsi que sur des cellules B16 et PC12. 

On va donner ci-apres plusieurs exemples de preparation des 
composes selon Tinvention. En premier lieu, on va foumir les details 

15 relatifs au procede commun utilise pour la preparation des differents 
composes donnes comme exemples : ce procede est realise en deux 
etapes, la premiere consistant en Tobtention d*un epoxy-st6rol et la 
deuxieme consistant a transformer ledit 6poxy-st6rol en sterol amine. 
Les exemples 1 et 2 decrivent chacun la premiere 6tape en vue de 

20 Tobtention de deux series differentes de 5,6-a-6poxy-st6rols. L^exen^le 
3 d^crit la deuxieme etape utilisant les produits intermediaires des 
exemples 1 et 2 pour les faire reagir avec ime amine ; les exemples 4 k 
27 decrivent les produits obtenus selon Texemple 3 avec differentes 
amines. Les exemples 28 et 29 decrivent chacun la premiere etape en 

25 vue de I'obtention de deux autres series differentes de 5,6-a-epoxy- 
sterols ; les exemples 30 a 47 decrivent la deuxieme etape utilisant les 
produits intermediaires des exemples 28 ou 29 pour les faire reagir avec 
une amine. 

Exemple 1 : preparation du 5,6-a-epoxycholestan-3B-ol : 
30 De Tacide meta-chloro-peroxybenzoYque (0,73 g, 4,25 mmol, 

purete de 70-75 % en poids) est dissous dans du chlorure de methylene 
(10 ml) et ajoute goutte a goutte a un melange de cholesterol (1 g, 
2,5 mmol) dissous dans du chlorure de methylene (25 ml). L'agitation 
est maintenue toute la nuit. Le melange reactionnel est lav6 avec une 
35 solution aqueuse de sulfite de sodium (10% en poids) et 
d*hydrog6nocarbonate de sodium (5 % en poids) et une solution saturee 
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d'un melange de chlorure de sodium et de chlorure de potassium. La 
phase organique est s€ch6e sur du sulfate de magnesium anhydre. 
L'evaporation sous vide du solvant organique peraiet Tobtention de 0,7 g 
d'aiguilles blanches (rendement 69,5 %). La proportion des isomeres a 
5 et 6 de Tepoxyde a et6 d^terminee par RMN du proton k 200 MHz : on 
trouve 78 % a epoxyde, 22 % B 6poxyde (RMN du proton IH : 5 2,89 
(d, IH, J=4,37 Hz, H-6) ; 3,04 (d, J-2,43 Hz, H-.6) ; 3,91 (m, IH, H-3) ; 
SM DCI/NH3 MH' 403. Les isomeres a et p ont ete separes par 
chromatographie liquide sur silice (toluene/ether ethylique, 85/15). 

10 L'isomere a a pour point de fusion pf^l41-142°C ; I'isom^re p a pour 
point de fusion pf= 131-132^0. Pour completer la caracterisation, on a 
effectue une chromatographie sur couche mince (acetate d'ethyle) ; on a 
obtenu : Rf = 0,69 (couleur marron apres revelation avec le melange 
acide sulfurique-methanol). 

15 Exemple 2 : preparation du 5,6-a-epoxycholest-7-en-3B-ol : 

Du 7-deshydrocholesterol (Acros, 1 g, 2,6 mmol) et du carbonate 
de sodiimi (0,55 g, 5,2 mmol) sont dissous dans un melange de chlorure 
de m6thyltoe (25 ml) et d*eau (25 ml). De Tacide m6ta 
chloroperoxybenzoYque (0,73 g, 4,25 mmol, purete 70-75 % en poids) 

20 est dissous dans du chlorure de methylene (10 ml) et ajout6 goutte a 
goutte sur le melange maintenu sous une agitation vigoureuse. Apres 
10 minutes d'agitation, la phase est recuperee puis lavee avec une 
solution aqueuse constituee d'lme solution aqueuse de sulfite de sodium 
(10 % en poids), d*une solution aqueuse de carbonate de sodium (5 % en 

25 poids) et d*une solution saturee d'un melange de chlorure de sodium et 
de chlorure de potassium. La phase organique est sechee sur du sulfate 
de magnesium anhydre. L'evaporation du solvant et la recristallisation 
du produit dans Tacetone permet Tobtention de 0,7 g d'aiguilles blanches 
(rendement 70 %). La structure a ete confirmee par RMN du proton : 

30 5 0,52 (s,3H,H«19) ; 2,986 (d,lH,J=4,l Hz, H-6) ; 3,91 (m,lH,H-3) ; 
SM DCI/NH3 Mit 401. On a determine le point de fusion pf = 144- 
146^C. 

Exemple 3 : Synthese des sterols amines k partir des epoxy- 
st6rols: 

35 Du perchlorate de lithium (0,75 mmol) et une amine sous sa forme 

basique (1 mmol) sont dissous dans de T^thanol anhydre (1 ml) et 
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ajoutes sous flux d*argon k une solution 6thanolique (3 ml) d'un epoxy- 
sterol obtenu selon Tun des exemples 1 ou 2 (100 mg, 0,25 mmol). Le 
melange reactionnel est maintenu sous agitation et k reflux, pendant 6 
jours dans le cas de Texemple 1 et pendant 3 jours en absence de lumidre 
5 et k temperature ambiante dans le cas de I'exemple 2. L*avanc6e de la 
reaction est contr616e par chromatographic sur couche mince (CCM) 
dans les conditions adaptees aux diff^rentes amines. Le solvant est 
61imin6 par evaporation et le residu est lave avec de Tether 6thylique 
(5x3 ml) et de Thexane (5 x 20 ml). Le residu est solubilise dans Teau 

10 et acidifie avec HCl 2M (2 ml). La solution est pre-purifiee sur 
cartouche de silice greffee (sep-pack cartridge RP CI 8, 500 mg. 
Waters), Texces de polyamine est elimine par passage d'eau sur la 
cartouche (5 ml). Le produit est elue avec \m melange CH2CN I/H2O 1 
(5 ml). Le produit est purifie par HPLC en phase inversee grace a im 

15 gradient lineaire d'un melange de depart H2O 95/CH3CN 5/TFA 0,1 % 
jusqu'a un melange CH3CN 95/H2O 5/TFA 0.1 atteint en 60 minutes 
(debit = 1 ml/min ; A. = 210nm). La fraction d'interet a et6 repurifiee 
dans des conditions isocratiques en utilisant une phase mobile composee 
d'un melange (CH3CN 95/H2O 5/TFA 0,1) 44%/(H20 95/CH3CN 

20 5/TFA 0,1 %) 56 % (d6bit = 1 ml/min ; X = 210 nm). 

Exemple 4 : Preparation du Cholestan-3B, 5a diol 6fi-N-[l-iN^l-(3- 
aniino-propyl)-butane- 1 ,4-diamine] 

Dans Texemple 3, on utilise, comme amine, la Nl-(3-ainino- 
propyl)-butane- 1 ,4-diamine. 

25 Le produit obtenu est caracterise specifiquement par 

chromatographic sur couche mince (CCM) (alcool isopropylique/ 
ammoniaque 28 % / H20:6/3/l) : Rf = 0,62. 

On a aussi effectue une spectroscopic de masse (electrospray) : 
MH" : 548. 

30 Exemple 5 : Preparation du Cholestan-36, 5a diol 66-N-[iV,iS/^-bis- 

(3-amino-propyl)-butane- 1 ,4-diamine] 

Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, la N,N'-bis-(3-amino- 
propyl)-butane- 1 ,4-diamine. 

Le produit obtenu est caracteris6 specifiquement par CCM (alcool 
35 isopropylique/ammoniaque 28 % / H20:6/3/l) : Rf = 0,37. 
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On a aussi effectue line spectroscopie de masse (electrospray) : 
MH* : 605,5. 

Exemple 6 : Preparation du Cholest-7-ene-3B, 5a diol 6B-N-[1- 
Nl -(3-amino-propyl)-butane- 1 ,4-dianiine] 
5 Dans I'exemple 3, on utilise, cotnme amine, la Nl-(3-amino- 

propyl)-butane- 1 ,4-diamine. 

Le produit obtenu est caract6ris6 sp6cifiquement par CCM (alcool 
isopropylique/ammoniaque 28 % / H20:6/3/l) : Rf = 0,62. 

On a aussi effectue une spectroscopie de masse (electrospray) : 
10 MH* : 546. 

Exemple 7 : Preparation du Cholest-7-ene-3B, 5a diol 6Q-N-[N,N'- 
bis-(3-amino-propyl)-butane- 1 ,4-diamine] 

Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, la N,N'-bis-(3-amino- 
propyl)-butane- 1 ,4-diamine. 
15 Le produit obtenu est caracterise specifiquement par CCM (alcool 

isopropylique/ammoniaque 28 % / H20:6/3/l) : Rf = 0,37. 

On a aussi effectu6 une spectroscopie de masse (electrospray) : 
MH* : 603,5. 

Exemole 8 : Preparation du Cholest-7-ene-3B, 5a diol 6B-N-[2 
20 ethylamino-(l/f-imidazol-4-yl)] 

Dans rexenq>le 3, on utilise, comme amine, la 2-(l/^-iniidazol-4- 
yl)- etfaylamine. 

Le produit obtenu est caracterise specifiquement par CCM 
(MeOH) : Rf = 0,38. 
25 On a aussi effectue une spectroscopie de masse (electro^ray) : 

MH^: 512,5 ;m/z: 365,3. 

Exemple 9 : Preparation du Cholestan-3B, 5a diol 6B-N-[2 
ethylamino-( 1 //-imidazol-4-yl)] 

Dans I'exemple 3, on utilise comme amine la 2-(l/^-iinidazol-4- 
30 yl)-ethylamine . 

Le produit obtenu est caract6rise specifiquement par CCM 
(MeOH) :Rf= 0,38. 

On a aussi effectue une chromatographie k haute performance 
(HPLC) sur un appareil Perkin-Elmer 200 equipe d'une colonne 
35 "Ultrasep ES100RP18" (particules de 6 ^m), de 250 mm de longueur et 
8 mm de diarndtre, fabriquee par la societe "BishofP*. 
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HPLCprofil : 44 % B X = 220 nm tr = 44-50 min 

On a enfin effectue ime spectroscopie de masse (electrospray) : 
m/z: 514,5 (MH*). 

Exemple 10 : Pr^aration du Cholest-7-ene-36, 5a diol 6fi-N-(4- 
5 amino-butylamine) 

Dans Vexempic 3, on utilise, comme amine, la 4-aniino- 
butylamine. 

Le produit obtenu est caracteris6 sp6cif!quement par CCM 
(MeOH/ammoniaque 28 % : 8/2) : Rf = 0,55. 
10 On a aussi effectu6 une spectroscopie de masse (electrospray) : 

m/z : 489 (MlT). 

Exemple 11 : Preparation du Cholest-7-ene-3B, 5a diol 6B-N-{2- 
[2-(2-aniino-ethoxy)-6thoxy]-ethylamine} 

Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, la 2-"{ 2-[2-(2-amino- 
1 5 ethoxy)-ethoxy]-ethoxy }'-6thylamine. 

Le produit obtenu est caracterise specifiquement par CCM 
(MeOH/ammoniaque 28 % / 8/2) : Rf = 0,8. 

On a aussi effectu6 une spectroscopie de masse (electrospray) : 
m/z : 549 (MET). 

20 Exemple 12 : Preparation du Cholestan-36, 5a diol 6B-N-[4-(2- 

amino-ethyl)-imidazol- 1 -yl] 

Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, la 2-(3H-imidazol-4- 
yl) 6thylamine. 

Le produit obtenu est caracterise sp6cifiquement par CCM 
25 (MeOH/ammoniaque 28 %, 8/2) : Rf = 0,72. 

On a aussi effectue ime HPLC sur un appareil Perkin-Elmer 200 
equips d'une colonne "Ultrasep ES100RP18" (particules de 6 (xm), de 
250 mm de longueur et 8 mm de diam^tre, fabriquee par la soci6t6 
"Bishoff. 

30 HPLC profil : 44 %B X = 220 nm tr = 44-50 min 

On a enfin effectu6 une spectroscopie de masse (electrospray) : 
m/z: 514,5 (MH^. 

Exemple 13 : Preparation du Cholestan-3B, 5a diol 6B-N-({1H- 
imidazol-4-yl} -6thyl)-ac6tamide 
35 Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, le N-[2-(lH-imidazol- 

4-yl)-6thyl]-ac6taniide. 
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Le produit obtenu est caracterise sp6cifiquement par CCM 
(MeOH/ac6tate d'^thyle, 1/1) : Rf = 0,5. 

On a aussi effectu6 une HPLC sur un appareil Perkin-Elmer 200 
^quip6 d'une coloime colonne "Ultrasep ES100RP18" (particules de 6 
5 ^m), de 250 mm de longueur et 8 mm de diamdtre, fabriqu6e par la 
society "Bishoff 

HPLC profil : 44 %B A, = 220 nm tr = 44-50 min 

On a enfin efTectu^ une spectroscopie de masse (electrospray) : 
m/z : 557 (MH^. 

10 Exemple 14 : Pr^aration du Cholestan-36, 5a diol 66-(3-amino- 

propylamine) 

Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, le 1,3- 
diaminopropane. 

Le produit obtenu est caract6ris6 specifiquement par CCM 
15 (MeOH/ammoniaque 28 % : 8/2) : Rf = 0,50. 

On a aussi effectue une spectroscopie de masse (electrospray) 
m/z : 447 (MH*). 

Exemple 15 : Preparation du Cholestan-3fi, 5a diol 6B-(3-amino- 
propyl-ac6tamide) 

20 Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, le N-(3-amino- 

propyl)-ac6tamine. 

Le produit obtenu est caract^ris^ sp6cifiquement par CCM 
(MeOH/ac6tate d'ethyle : 8/2) : Rf = 0,54. 

On a aussi effectu^ une spectroscopie de masse (Electrospray) 
25 m/z:519(MHr). 

Exemple 16 : Preparation du Cholestan-36, 5a diol 6fi-(4-amino- 
butylamine) 

Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, le 1 ,4-diaminobutane. 
Le produit obtenu est caracterise sp6cifiquement par CCM 
30 (MeOH/ammoniaque 28 % : 8/2) : Rf = 0,5 1 . 

On a aussi effectue une spectroscopie de masse (electrospray) 
m/z : 491 (MH*). 

Exemple 17 : Preparation du Cholestan-36, 5a diol 6B-(4-amino- 
butylyl- 1 -ac6tamide) 
35 Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, le N-(4-amino-butyl)- 

ac6tamide. 



wo 03/089449 




PCT/FR03/01248 



13 

Le produit obtenu est caracterise sp6cifiquement par CCM 
(MeOH/acetate d'ethyle : 8/2) : Rf = 0,56. 

On a aussi effectu6 une spectroscopic de masse (electrospray) 
m/z : 533 (MlT). 

5 Exemple 18 : Preparation du Cholestan-313, 5a diol 6fi-(6-anuno- 

hexylamine) 

Dans Texemple 3, on utilise, conune amine, le 1,6-diaminohexane. 
Le produit obtenu est caract6ris^ sp6cifiquement par CCM 
(MeOH/ammoniaque 28 % : 8/2) : Rf = 0,52. 
10 On a aussi effectue une spectroscopic de masse (electrospray) 

m/z:519(Mir). 

Exemple 19 : Preparation du Cholestan-36, 5a diol 66-(6-amino- 
hexyl-acetamide) 

Dans Texemple 3, on utilise, comme amine, le N-(6-amino-hexyl)- 
15 acetamide. 

Le produit obtenu est caracterise sp6cifiquement par CCM 
(MeOH/acetate d'ethyle : 28 % : 8/2) : Rf = 0,57. 

On a aussi efFectu6 une spectroscopic de masse (electrospray) 
m/z : 561 (MH^. 

20 Exemple 20 : Preparation du Cholestene-7-3B, 5a diol 6B-(3- 

amino-propylamine) 

Dans Texemple 3, on utilise, comme amine, le 1,3- 
diaminopropane. 

Le produit obtenu est caracteris6 specifiquement par CCM 
25 (MeOH/ammoniaque 28 % : 8/2) : Rf = 0,50. 

On a aussi effectue une spectroscopic de masse (electrospray) 
m/z : 475 (Mtt). 

Exemple 21 : Preparation du Cholestene-7-3fi, 5a diol 6B-(3- 
amino-propyl-ac6tamide) 
30 Dans Texemple 3, on utilise, comme amine, le N-(3-amino- 

propyl)-acetamide. 

Le produit obtenu est caracterise specifiquement par CCM 
(MeOH/acetate d'6thyle : 8/2) : Rf = 0,54. 

On a aussi effectu^ une spectroscopic de masse (electrospray) 
35 m/z:517(Mff'). 
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Exemple 22 : Prdparation du Cholest-7-ene-36, 5a diol 66-(4- 
amino-butylyl- 1 -acetamide) 

Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, le N-(4-amino-butyl- 
acetamide. 

5 Le produit obtenu est caract6ris6 sp6cifiquement par CCM 

(MeOH/ac6tate d'^thyle : 8/2) : Rf = 0,56. 

On a aussi effectu6 une spectroscopie de masse (^lectrospray) 
m/z:531 (MH*). 

Exemple 23 : Preparation du Cholestene-7-3B, 5a diol 6B-(6- 
10 amino-hexylamine) 

Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, le 1,6-diaminohexane. 

Le produit obtenu est caracterise sp6cifiquement par CCM 
(MeOH/ammoniaque 28 % : 8/2) : Rf = 0,51. 

On a aussi effectu6 une spectroscopie de masse (61ectrospray) 
15 m/z:517(MH^. 

Exemple 24 : Preparation du Cholestene-7-36, 5 a diol 6fi-(6- 
amino-hexyl-ac6tamide) 

Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, le N-(6-aminO'-hexyl)- 
acetamide. 

20 Le produit obtenu est caract6ris6 sp6cifiquement par CCM 

(MeOH/acetate d'6thyle : 8/2) : Rf = 0,57. 

On a aussi effectu^ ime spectroscopie de masse (61ectrospray) 
m/z : 559 (MH*). 

Exemple 25 : Preparation du Cholestan-3fi, 5a diol 6fi-{[2-(lH- 
25 imidazol-4-yl)-efliyl]-methyl-amine} 

Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, la [2-(lH-imidazol-4- 
yl)-ethyl]-methyl-amine. 

Le produit obtenu est caracterise specifiquement par CCM 
(MeOH/ammoniaque 28 % : 8/2) : Rf = 0,51. 
30 On a aussi effectu6 une spectroscopie de masse (61ectrospray) 

m/z : 528 (MHT). 

Exemple 26 : Preparation du Cholest-7-ene-36, 5a diol 6B-{[2- 
( 1 H-imidazol-4-yl)-6thyl]-m6thyl-amine} 

Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, la [2-(lH-imidazol-4- 
35 yl)-ethyl]-methyl-amine. 
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Le produit obtenu est caract6ris6 sp6cifiquement par CCM 
(MeOH/ammoniaque 28 % : 8/2) : Rf = 0,51. 

On a aussi effectue une spectroscopie de masse (electrospray) 
m/z : 526 (Mtt). 

5 Exemple 27 : Preparation du Cholest-7-ene-36, 5a diol 66- {[2- 

( 1 H-iniida2ol-4-yl)-6thyl]-m6thyl-amine } 

Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, la [2-(lH-imidazol-4- 
yl)-etiiyl]-metiiyl-amine. 

Le produit obtenu est caracterise sp6cifiquement par CCM 
10 (MeOH/ammoniaque 28 % : 8/2) : Rf = 0,5 1 . 

On a aussi effectue une spectroscopie de masse (electrospray) 
m/z : 526 (MlT). 

Exemple 28 : Preparation du 5,6-a-epoxy-6-sitostan-3B-ol 
Dans I'exemple 1, on utilise, comme sterol, le B-sitosterol. 
15 Le produit obtenu est caracterise specifiquement par CCM 

(acetate d'ethyle) : Rf = 0,69. 

Analyse 6iementaire : theorique : C = 80,87 ; H = 1 1,70 ; O = 7,43 
trouv6 : C = 80.88 ; H = 1 1.69 ; O = 7.42. 

Spectroscopie de masse : DCI/NH3 MH^432. 
20 Exemple 29 : Preparation du 5,6-a-epoxy-campestan-3B-ol 

Dans rexenq>le 1, on utilise, comme sterol, le campesterol. 
Le produit obtenu est caracterise specifiquement par CCM 
(acetate d'6thyle) : Rf = 0,69. 

Analyse eiementaire : theorique : C = 80,71 ;H=11,61;0 = 7,68 
25 trouve : C = 80.66 ; H = 1 1.63 ; O = 7.72. 

Spectroscopie de masse : DCI/NH3MH*418. 
Exemple 30 : Preparation du Sitostan-3B,5a diol 6fi-(3-amino- 
propylamine) 

Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, le 1,3- 
30 diaminopropane et, comme epoxyde, I'epoxyde de I'exemple 28. 

Le produit obtenu est caracterise specifiquement par CCM 
(MeOH/ammoniaque 28 % : 8/2) : Rf = 0,50. 

On a aussi effectue une spectroscopie de masse (electrospray) 
m/z : 505 (Mtt). 

35 Exemple 31 : Preparation du Sitostan-3fi, 5a diol 6B-(3-amino- 

propyl-acetamide) 
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Dans I'exemple 3, on utilise, conune amine, le N-(3-aniino- 
propyl)-ac6taniide et, conune epoxyde, Tepoxyde de I'exen^le 28. 

Le produit obtenu est caract6ris6 specifiquement par CCM 
(MeOH/ac6tate d'6thyle : 8/2) : Rf = 0,54. 
5 On a aussi effectu6 une spectroscopie de masse (^lectrospray) 

m/z : 547 (MlT). 

Exemple 32 : Preparation du Sitostan-3fi, 5a diol 6fi-(4-amino- 
butylamine) 

Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, le 1,4-diaminobutane 
10 et, comme epoxyde, I'^poxyde de I'exemple 28. 

Le produit obtenu est caracterise specifiquement par CCM 
(MeOH/ammoniaque 28 % : 8/2) : Rf = 0,5 1 . 

On a aussi effectue une spectroscopie de masse (electrospray) 
m/z: 519 (MH^, 

15 Exemple 33 : Preparation du Cholestan-36, 5a diol 66-(4-amino- 

butyl- 1 -acetamide) 

Dans rexenq)le 3, on utilise, comme amine, le N-(4-amino-butyl)- 
ac^tamide et, comme epoxyde, I'epoxyde de I'exemple 29. 

Le produit obtenu est caracterise ^ecifiquement par CCM 
20 (MeOH/acetate d'ethyle : 8/2) : Rf = 0,56. 

On a aussi effectu^ une spectroscopie de masse (Electrospray) 
m/z : 561 (MH*). 

Exemple 34 : Preparation du Campestan-36, 5a diol 6B-(3-amino- 
propylamine) 

25 Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, le 1,3- 

diaminopropane et, comme epoxyde, I'epoxyde de I'exemple 29. 

Le produit obtenu est caracterise specifiquement par CCM 
(MeOH/ammoniaque 28 % : 8/2) : Rf = 0,50. 

On a aussi effectue une spectroscopie de masse (electrospray) 
30 m/z : 491 (MlT). 

Exemple 35 : Preparation du Campestan-36, 5a diol 66-(3-amino- 
propyl-acetamide) 

Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, le N-(3-amino- 
propyl)-ac6tamide et, comme epoxyde, I'epoxyde de I'exemple 29. 
35 Le produit obtenu est caracterise specifiquement par CCM 

(MeOH/acetate d'ethyle : 8/2) : Rf = 0,54. 
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On a aussi effectu6 une spectroscopie de masse (electrospray) 
m/z : 533 (MET). 

Exemple 36 : Preparation du Campestan-3fi, 5a diol 6fi-(4-amino- 
butylamine) 

5 Dans Texemple 3, on utilise, comme amine, le 1,4-diaminobutane 

et, comme 6poxyde, Tepoxyde de Texemple 29. 

Le produit obtenu est caracterise sp^cifiquement par CCM 
(MeOH/ammoniaque 28 % : 8/2) : Rf = 0,51. 

On a aussi effectue une spectroscopie de masse (electrospray) 
10 m/z : 505 (MlT). 

Exemple 37 : Preparation du Campestan-36, 5a diol 6B-(4-amino- 
butyl- 1 -acetamide) 

Dans Texemple 3, on utilise, comme amine, le N-(4-amino-butyl)- 
acetamide et, comme epoxyde, Tepoxyde de Texemple 29. 
15 Le produit obtenu est caracterise specifiquement par CCM 

(MeOH/ac6tate d'6thyle : 8/2) : Rf = 0,56. 

On a aussi effectue une spectroscopie de masse (electrospray) 
m/z : 547 (MH^). 

Exemple 38 : Preparation du Sitostan-36, 5a diol 6B-(6-amino- 
20 hexylamine) 

Dans Texemple 3, on utilise, comme amine, le 1,6-diaminohexane 
et, comme epoxyde, I'^poxyde de Texemple 28. 

Le produit obtenu est caracterise specifiquement par CCM 
(MeOH/ammoniaque 28 % : 8/2) : Rf = 0,53. 
25 On a aussi effectue une spectroscopie de masse (electrospray) 

m/z : 547 (MFt). 

Exemple 39 : Preparation du Sitostan-3B, 5a diol 6B-(6-amino- 
hexyl-acetamide) 

Dans Texemple 3, on utilise, comme amine, le N-(6-amino-hexyl)- 
30 acetamide et, comme epoxyde, I'^poxyde de Texemple 28. 

Le produit obtenu est caracterise specifiquement par CCM 
(MeOH/ac6tate d'ethyle : 8/2) : Rf = 0,58. 

On a aussi effectue une spectroscopie de masse (Electrospray) 
m/z : 589 (MH*). 

35 Exemple 40 : Preparation du Campestan-3B, 5a diol 6B-(6-amino- 

hexylamine) 
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Dans rexemple 3, on utilise, comme amine, le 1,6-dianiinohexane 
et, comme epoxyde, Tepoxyde de Texemple 29. 

Le produit obtenu est caracterise specifiquement par CCM 
(MeOH/ammoniaque 28 % : 8/2) : Rf = 0,52. 
S On a aussi effectu^ une spectroscopie de masse (electrospray) 

m/z : 505 (MHT). 

Exemple 41 : Preparation du Campestan-3B, 5 a diol 66-(6-amino- 
hexyl-acetamide) 

Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, le N-(6-amino-hexyl)- 
10 acetamide et, comme epoxyde, Tepoxyde de Texemple 29. 

Le produit obtenu est caracterise specifiquement par CCM 
(MeOH/acetate d'ethyle : 8/2) : Rf = 0,57. 

On a aussi effectue ime spectroscopie de masse (electrospray) 
m/z : 547 (MH"). 

15 Exemple 42 : Preparation du Sitostan-36, 5a diol 6B-N-[iV^iV-bis- 

(amino-propyl)-butane- 1 ,4-diamine] 

Dans rexemple 3, on utilise, comme amine, la iyiiV-bis-(3-amino- 
propyl)-butane-l,4-diamine et, comme epoxyde, Tepoxyde de rexenq>le 
28. 

20 Le produit obtenu est caracterise specifiquement par CCM (alcool 

isopropylique/ammoniaque 28 Vo/HzO : 6/3/1) : Rf = 0,39. 

On a aussi effectu6 une spectroscopie de masse (electrospray) 
m/z : 633.5 (mt). 

Exemple 43 : Preparation du Campestan-36, 5a diol 66-N-[A/;iV^- 
25 bis-(amino-propyl)-butane- 1 ,4-diamine] 

Dans rexemple 3, on utilise, comme amine, la iy;iV'-bis-(3-amino- 
propyl)-butane-l,4-diamine et, comme epoxyde, Tepoxyde de Texemple 
29. 

Le produit obtenu est caracterise specifiquement par CCM (alcool 
30 isopropylique/ammoniaque 28 Vo/HzO : 6/3/1) : Rf = 0,38. 

On a aussi effectue une spectroscopie de masse (electrospray) 
m/z: 619.5 (Mlt). 

Exemple 44 : Preparation du Sitostan-3B, 5a diol 6B-N-[l-M-(3- 
amino-propyl)-butane- 1 ,4-diamine] 
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Dans rexemple 3, on utilise, comme amine, la M-(3-amino- 
propyl)-butane-l,4-diamine et, comme epoxyde, I'epoxyde de I'exemple 
28. 

Le produit obtenu est caract6ris6 sp6cifiquement par CCM (alcool 
5 isopropylique/ammoniaque 28 VoftliO : 6/3/1) : Rf = 0,62. 

On a aussi effectue ime spectroscopic de masse (electrospray) 
m/z : 576 (MlT). 

Exemole 45 : Preparation du Canq)estan-3fl, 5a diol 6B-N-[1-JV1- 
(3-aniino-propyl)-butane- 1 ,4-diamine] 
10 Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, la M-(3-amino- 

propyl)-butane-l,4-diamine et, comme epoxyde, I'epoxyde de I'exemple 
29. 

Le produit obtenu est caract6ris6 sp6cifiquement par CCM (alcool 
isopropylique/ammoniaque 28 %/H20 : 6/3/1) : Rf = 0,62. 
15 On a aussi effectue une spectroscopic de masse (electrospray) 

m/z : 562 (MHT). 

Exemple 46 : Preparation du Sitostan-3B, 5a diol 6fl-N-{[2-(l//- 
imidazol-4-yl)-ethyl]-ethyl-amine} 

Dans I'exemple 3, on utilise, comme amine, la [2-(l/f-imidazol-4- 
20 yl)-6thyl]-ethyl-amine et, comme 6poxyde, Tdpoxyde de I'exen^le 28. 

Le produit obtenu est caract^se sp^ciflquement par CCM 
(MeOH) : Rf = 0,39. 

On a aussi effectu6 ime spectroscopic de masse (Electrospray) 
m/z : 542.5 (Mlt). 

. 25 Exemple 47 : Preparation du Campestan-3fi, 5a diol 6B-N-{[2- 

(li/-imidazol-4-yl)-ethyl]-6thyl-amine} 

Dans rexen:q>le 3, on utilise, comme amine, la [2-(l//-imidazol-4- 
yl)-ethyl]-6thyl-amine et, comme epoxyde, I'epoxyde de I'exemple 29. 

Le produit obtenu est caract6rise sp6cifiquement par CCM 
30 (MeOH) : Rf = 0,39. 

On a aussi effectu6 une spectroscopic de masse (electrospray) 
m/z : 528.5 (MK"). 

Les cxemples 48 et suivants sont relatifs k la misc en oeuvre dcs 
compos6s scion I'invcntion. 
35 Exemple 48 : dendritogendscs 

1) Sur des monocytes de rate de souris C57BL/6. 
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Des souris de 5 semaines sont sacrifiees par dislocation ceryicale. 
Elles sont ensuite diss6qu^es. Les rates sont prelevees dans des 
conditions steriles, puis deposees dans une solution firoide (4°C) 
contenant du milieu de culture sans serum additionn6 d'antibiotiques 
5 (streptomycine, p6nicilline). Les rates sont broy6es sous une hotte 
sterile, puis filtr6es sur un filtre de 100 ^m. L'61uat est r^cup^r^ puis 
centrifuge ^ 1000 tours/mn durant S minutes k 4^C. Le culot cellulaire 
est resuspendu dans une solution tanq)on phosphate salin (TPS) 
contenant de la coUagenase qui a pour but de lyser les hdmaties. La 

10 suspension est centrifugee a 1000 tours/mn puis les cellules sont 
resuspendues dans du TPS. L'operation de lavage est effectu^e deux 
fois. La demi^re resuspension est r^alisee dans du milieu de culture 
complet, les cellules sont conq)tees et sont reparties dans des boites de 
six puits a une densite de 40 000 cellules/ml. Quatre heures apres, les 

15 cellules adherentes sont lav^es vigoureusement par du TPS afin 
d'eliminer les cellules qui auraient pu rester accroch^es aux cellules 
adherentes ou a la boite de culture. 

La figure 1 montre les importantes modifications morphologiques 
sur les monocytes de souris obtenus comme ci-dessus indiqu6, la 

20 transformation aboutissant k des cellules dendritiques. La transformation 
a 6t6 obtenue avec une dose de InM, la photographic ayant 6t6 prise 36 
heures aprds le d6but d'action du produit. Le produit teste est celui de 
I'exemple 9. On observe I'apparition de prolongements cellulaires, qui 
sont Time des principales caract^istiques de cellules dendritiques 

25 activ^es. 

Dans le mdme temps de traitement des cellules, on a constat^ que 
riL-4 et le GM-CSF sont inefificaces ; on a constat^ 6galement que sont 
inefficaces les composes, qui ont servi a la synthese du compos6 de 
formule (I) teste, k savoir le cholest6rol, le deriv6 6poxy-cholest6rol et 
30 I'amine. 

Des resultats analogues ont 6te obtenus avec les composes des 
exemples 8, 10, 1 1, 46 ou 47. 

2) Sur des cellules leuc6miques my^loides humaines U-937 

La figure 3 repr^sente I'induction de la differentiation des cellules 
35 U-937 en cellules dendritiques au moyen du compos6 de rexenq>le 9. 
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La photographie 1 represente les cellules apres un traitement par 
10 ng/ml de phorbol-myristyl-acetate (PMA) de maniere a les faire 
adherer siir le fond des boftes de culture. La photographie 2 permet, 
aprds 2 jours de traitement avec 1 nM du compost de Texemple 9, 
5 d'observer Tapparition de cellules dendritiques (CD). La photographie 3 
montre, apres 5 jours de traitement, Taugmentation de la taille des 
dendrites (jusqu'a 100 jiim) et la formation d'un grand nombre de rosettes 
(R) constitutes d'un conglomtrat de cellules entrelactes les unes avec 
les autres. 

10 Les memes observations sont effectuees quand on remplace le 

con^ose de Texemple 9 par le compose des exemples 46 ou 47. 

Exemple 49 : neuritogeneses 
1) Surdes cellules PC 12 

Les cellules PC 12 ont ete cultivees a une densite initiale de 1.5 

15 10^ cellules/ml dans du milieu RPMI 1640 complemente par 10 % de 
serum de veau foetal et 5 % de serum de chevaL Le fond des boites de 
culture est traite par une solution de poly-lysine a 0,1 % en poids ou de 
collag^ne afin de provoquer Tadherence des cellules. Les cellules 
sumageantes sont 61imin6es aprts 12 heures puis traittes avec ou sans 

20 Nerve growth factor (NGF) ^10 ng/ml, avec ou sans le compose de 
Texemple 6 ou de Texemple 7. Les cellules sont observ^es par 
microscopie de contraste de phase. 

Les cellules PC 12 "controle" ont ete traitees avec le vehicule- 
solvant utilise pour les composes testes a savoir (eau + 0,1 % en poids 

25 d'ethanol) : ces cellules "controle" apparaissent rondes et n'evoluent pas 
sur le plan morphologique au cours du temps. 

Les cellules PC 12 traitees au moyen du compose de Texemple 6 
ont ete traitees a une dose de 10 nM, le temps d'action du compose etant 
de 36 heures. 

30 Les cellules PC 12 traitees par le compose de I'exemple 6 changent 

rapidement de morphologic ; elles deviennent ovoYdes apres 2 a 4 heures 
de traitement ; puis on observe Tapparition d'excroissances qui evoluent 
progressivement vers la formation de dendrites (voir figure 2). On 
constate que ces cellules PC 12 sont bi-polarisees. 

35 Apr^s 4 heures de traitement des cellules PC 12 avec le compost 

de Texemple 6, on observe Tapparition de foyers d'adh6rence de cellules 
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dans les boites de culture. Ces foyers sont 4 a 6 fois plus nombreux que 
dans le cas de cellules traitees avec du NGF utilis6 k des doses de 10 
ng/ml. Le compos6 teste provoque la pousse de dendrites sur les PC 12 
dans des conditions similaires k celles precedemment indiqu6es pour le 
S traitement avec le compose de I'exemple 6. Les memes observations sont 
effectuees quand on remplace le compose de Texemple 6 par le compose 
de Tun des exemples 4, 5, 7, 42, 43, 44 et 45. 
2) Sur des cellules P19 de souris 

Les cellules P19 derivent d'un carcinome embryonnaire de souris. 

10 Ce sont des cellules pluri-potentes, qui peuvent evoluer en neurones ou 
en cellules gliales par traitement a Tacide retinoYque (J. Cell. Biol. 1982 
Aout, 94(2) : p. 253-262) et peuvent se differencier en cellules 
musculaires en presence de dimethylsulfoxide (Nature 1982 - 9 
septembre, 299 (58 79) : p. 165-167). 

15 Les cellules P19 sont cultivees en presence d'un milieu de culture 

"RPMI 1640" commercialise par la societe "Gibco BRL", ce milieu etant 
supplemente par 2mM de glutamine et 4 % en poids de serum de veau 
foetal. EUes sont ensemenc6es k faible density (10.000 cellules par puits 
de 60 mm). Les cellules PI 9 sont traitees avec le compos6 de Texemple 

20 6 ; elles sont ensuite observ6es en microscopic de contraste de phase. 
Ces cellules ont ^te traitees a une dose de 10 nM, le temps d'action du 
compos6 6tant de 36 heures. 

Les cellules PI 9 traitees avec le conq)os6 de Texemple 6 changent 
de morphologic aprds 12 heiu-es de traitement : on observe Tapparition 

25 de prolongements cellulaires qui evoluent vers la formation de dendrites 
(voir figure 16 oil la photographic 1 correspond a un contrdle temoin et 
la photographic 2 correspond aux composes testes. 

Les memes observations sont effectu6es quand on remplace le 
compose de Texemple 6 par le compose de Tun des exemples 4, 5, 7, 42, 

30 43, 44 et 45. 

Exemple 50 : apparition d'antigenes de surface caract6ristique de 
r6tat de differentiation des CD. 

L'etude a ete men^e sur des CD provenant de splenocytes de 
souris C57BL/6, de PBMC humains et de cellules leucemiques 

35 myeloides U937. Les cellules provenant de splenocytes de souris 
C57BL/6 ont €t€ pr6parees comme indiqu6 a Texemple 48. 1 . 
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Les ph^notypes sont analyses par cytometric de flux sur un "FAC 
Scan flow" (Beckton Dikinson, BD Bioscience, Franlin Lakes, NJ, 
USA) en utilisant des anticorps conjugu6s au FITC (HLA-DR, CD-80, 
LAMP-II) et des anticorps conjugu^s k la Phycoerythrine (anti-CD-83, 
5 CD-86 et CD-40 provenant tous de "BD Bioscience"). 

Pour le compost de I'exemple 9, les resultats sont foumis dans le 
tableau ci-dessous : 

Ph^notype des cellules dendritiques stimul6es par le conipos6 



de I'exemple 9 



Phenotype 


CD deriv6es de 


CD derivees de 


CD derivees de 




monocytes de 


cellules U-937 


monocytes 




souris C57BL/6 




humains 










CMH de Classe I 


-MH- 


+++ 


+++ 


CMH de Classe II 


-H-+ 


+++ 


+++ 


CD 80 


+++ 


+++ 


+++ 


CD 40 




-H-+ 


-H-+ 


CD 86 


+ 


+ 


+++ 


LAMP-II 


+ 


+ 


+ 


CD 83 


ND 


+ 


+ 


ND = non d6termin6 



10 

Exemple 51 : production dlL-12p70 et d'IL-10 par les cellules 
dendritiques 

Les sumageants de cultures sont congeles k une temperature de 
-80^C jusqu*i ce qu*ils soient testes pour la presence des cytokines. La 

15 presence de IL-12p70 et IL-10 est mesur^e k Taide de kits ELISA 
obtenus par "Endogen" (Wobum, MA, USA). 

La figure 4 represente la production de cytokines par les cellules 
U-937 traitees par le compost de Texemple 9. On constate que le 
traitement stimule la production de la sous-unit6 p70 de TIL- 12 d^s 36 

20 heures aprds le d6but du traitement. Ce phenomene se poursuit pendant 
les deux semaines de traitement. Ce meme traitement ne stimule pas la 
transcription d'IL-10 pour des traitements qui s'etendent sur une duree 
de deux semaines : ce r^.sultat est particuli^rement avantageux d6s lors . 



wo 03/089449 




PCT/FR03/01248 



24 

que Ton sait que EL- 10 a des proprietes immuno-suppressives, qui 
bloquent la differentiation des cellules dendritiques et que le couple (IL- 
4 + GM-CSF) stimule la production d'DL-lO. 

Les memes observations ont et6 effectu6es quand on remplace le 
5 compos6 de Texemple 9 par le compose de Tun des exemples 46 et 47. 
Exemple 52 : proliferation des lymphocytes T 
Des monocytes de souris C57BL/6 ont et6 prelev6s comme 
indiqu6 h Texemple 48.1. Les cellules dendritiques ont et6 obtenues 
comme indiqu6 k Texemple 9. Apres transformation en CD par le 

10 compose teste, les cellules sont traitees par un antimitotique (mitomycin 
C a 0,0006 mg/ml) et incubees pendant 30 mn. a 37^C, afin de bloquer 
la synthase d'ADN dans les CD. Apres ce traitement, deux lavages des 
cellules sont realises avec du milieu RPMI 1640 complemente avec 
10 % de seram de veau foetal. 

15 Des rates de souris BALB/c ont egalement ete prelevees et traitees 

comme cela a ete decrit pour la preparation des monocytes de souris 
C57BL/6. Les cellules non-adherentes, qui contiennent les lymphocytes 
T, sont recuper6es et ajoutees aux cellules dendritiques de souris 
C57BL/6. Au quatridme jour de mise en presence des cellules, on ajoute 

20 de la thymidine tritiee. Apres 18 heures d*incubation, les cellules sont 
lys6es avec de Talcool absolu. Le precipit6 est suspendu dans de Teau 
puis filtr6 sur un filtre de cellulose. L'incorporation de thymidine est 
mesur^e par comptage a scintillation (Pakard Instrument, Meriden CT, 
USA). 

25 La figure 5 represente I'activation des Ijnnphocytes T par les 

cellules dendritiques produites sous Teffet du compose de Texemple 9. 
Les monocytes adherents provenant de rates de souris obtenues selon 
I'exemple 14.1 ont et6 traites par le compose susmentionn6 a des doses 
variables. Les cellules dendritiques ainsi obtenues ont ete mises en 

30 presence des lymphocytes T provenant de rates de souris BALB/c. La 
proliferation des lymphocytes est mesuree par la mesure de 
rincorporation de thymidine tritiee dans TADN. 

On constate que le compose teste induit une stimulation de la 
proliferation des lymphocytes T d'un facteur 5. Si Ton effectue le 

35 traitement des mSmes cellules par le couple (EL,-4/GM-CSF) suivi d'un 
traitement par le TNFa, Teffet de proliferation n'est observe qa'k un 
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niveau beaucoup plus faible puisque cet effet correspond a un facteur 
lA 

Les memes observations ont et^ effectu6es quand on remplace le 
conipos6 de Texemple 9 par le compose de Tun des exemples 46 et 47, 
5 Exemple S3 : proliferation de cellules d'ad^nocarcinome 

mammaire de souris (TS/A (H-2^)) en culture 

La lignee tumorale de souris TS/A (H-2^) est une lignee cellulaire 
d'un ad^nocarcinome mammaire spontan6 de souris syngenique des 
souris BALB/c. EUes sont cultivees dans du milieu RPMI 1640 controle 
10 sans micoplasme supplemente par du serum de veau foetal controle sans 
endotoxine (GIRCO-BRIO, 2mM de glutamine, 100 U/ml de 
penicilline, 50 [ig/ml de streptomycine, des acides amines essentiels et 
du pymvate de sodium. 

La figure 6 montre la cytotoxicite sur TS/A in vitro : les cellules 
15 tumorales ont 6t6 traitees par des doses variables du compose de 
Texemple 9. La cytotoxicite apparait pour des doses de 50 |iM. Les 
doses choisies pour effectuer les tests sur les tumeurs implantees sur les 
souris BALB/C 6taient des doses de 5 nM et 1 nM pour lesquelles 
aucune toxicite n'est observ6e quel que soit le temps d*incubation avec 
20 les cellules. 

Exemple 54 : Tests de croissance sur tumeurs implantees sur les 
souris BALB/c 

Les tumeurs sont implantees de la fagon suivante : 1.10^ cellules 
de TS/A sont inoculees par injection intradermique dans le flanc droit de 

25 Tabdomen de souris BALB/c agees de 5-6 semaines (Elevage Janvier, 
Le Genest Saint Isle). 

La molecule testee est celle qui correspond a Texemple 9 ; elle est 
injectee au troisidme jour en intradermique k proximity de la tumeur ; le 
resultat est represente sur la figure ?• 

30 En Tabsence du compose, les tumeurs apparaissent des quatre 

jours et poussent durant une periode de trente jours, II apparait, par 
rapport aux souris temoins, un effet de ralentissement pour xme dose de 
compos6 teste de 8,5 ng/g de souris. A la dose de 1,7 |j.g/g de souris, 
aucune tumeur n*est detectable sur les souris. Ceci illustre Textreme 

35 efQcacitd du traitement. Les analyses d'anatomo-pathologie montrent 
qu*aucune trace de n6crose n*est observable au niveau de la zone 
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d'injection du compose teste* Pour les souris traitees par le compose 
teste, a une dose de 1,7 |ag/g, qu'il y ait eu ou non une implantation de 
tumeur, on observe une hypeiplasie du systeme lymphoYde p^ripherique 
significatif d'lme activation du systeme immunitaire. 
5 On a reproduit la m€me experience que celle ci-dessus decrit en 

modifiant la zone d'injection de la molecule correspondant h Texemple 
9 ; rinjection est effectu^e au troisieme jour apr^s I'implantation de la 
tumeur, en intradermique, en position contra-laterale par rapport ^ ladite 
implantation. Dans cette experimentation, il apparait par rapport aux 

10 souris temoins un ralentissement de la croissance tumorale pour la dose 
de l,7^g/g de souris, Ceci illustre Tefficacite du traitement pour une 
administration du compose teste h distance de la tumeur. Les r6sultats 
obtenus sont representes par les courbes de la figure 17. 

Les memes observations ont ete effectuees quand on remplace le 

15 compose de Texemple 9 par le compose de Tun des exemples 46 et 47. 

Exemple 55 : Induction de la production de vacuoles dans la 
lign^e cellulaire tumorale A 549 

Des cellules A549 ont 6te traitees avec 100 nM de compos6 selon 
Texemple 9 pendant 12 heures. 

20 Les cellules A549 ont et6 obtenues de TAmerican Tissue Culture 

Collection (ATCC) ; elles ont 6te ensemencees k une densite de 50.000 
cellules par puits dans des plaques de 12 puits et ont et6 cultiv6es dans 
du milieu RPMI supplements avec 5 % de sSmm de veau foetal. Pour 
effectuer le traitement avec le compose selon Tinvention, les cellules 

25 sont incubees avec ledit compost (ou avec im produit controle) pendant 
48 heures. Les cellules sont alors observees en microscopic de contraste 
de phase toutes les quatre heures pour surveiller la formation de 
vacuoles puis elles sont fixees avec une solution de 0,4 % de 
paraformaldehyde dans du tampon phosphate salin (TPS) k pH 7.4. 

30 Le r6sultat est represente sur la figure 8 (microscopic en contraste 

de phase). La photographic A montre les cellules avant traitement et la 
photographic B apres traitement ; sur la photographic C, les cellules ont 
6t6 traitees avec le vehicule solvant ; et sur la photographic D, on 
constate que le traitement avec le compost selon I'invention conduit k 

35 une apparition massive de vacuoles. 
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Pour obtenir la photographic D ci-dessus indiquee, on a procede 
comme suit : apr^s le traitement des cellules, le milieu de culture est 
retire et les cellules sont lavees a I'aide de TPS k pH 7.4. Les cellules 
sont incubees pendant 10 mn par des solutions 1 |jM de monodansyl 
5 cadaverine (MDC). EUes sont ensuite rinc6es abondamment par une 
solution de TPS a 4^C. Une goutte de solution de "Vectashield" (Vector 
laboratoires, CA) est ajoutee avant le montage entre lame et lamelle : les 
cellules sont ensuite observees rapidement au microscope et 
photographiees. La photographic D de la figure 8 montre de nombreuses 

10 vacuoles fluorescentes dans les cellules. 

On constate done que Ic compost teste induit une production 
massive de vacuoles cytoplasmiques dans la lignee tumorale humainc 
A549. L'effet constate est dose-dependant et il apparait six heurcs apres 
le traitement ; il atteint un maximum douze heurcs apres le traitement. 

15 Les memes observations ont etc effectuees quand on remplacc le 

compose de Texemple 9 par le compose de Tun des exemples 46 et 47. 

On a constate que le compose de Tcxcmplc 8 montrait egalement 
un effet analogue. En outre, un phenomdne analogue a 6te observe sur 
les cellules U-937, PC-12, MCF-7, HELA, COS-7, HEK-293, HEK- 

20 293T, NIH-3T3, HT-29 et CHO obtenues et traitees comme indique ci- 
dessus pour les cellules A 549. 

Lorsque le traitement des cellules est stoppe en renipla9ant le 
milieu de croissance par un milieu frais, les vacuoles disparaissent : ceci 
montre que Teffet du compose scion I'invention est reversible. 

25 Les cellules A549 traitees comme indique ci-dessus avec le 

compose scion rcxcmple 9 ont aussi et6 examinees en microscopic 
electroniquc. Pour examiner ces A549 en microscopic electroniquc, on 
les fixe a I'aide d'une solution de TPS contenant 3 % de glutaraldehydc, 
on les prend dans de la r^sine (EPON) et enfin on les coupe en fines 

30 lamellcs a Tultra-microtome. Ces lamelles sont alors deposecs sur des 
grilles en cuivre de 200 mesh puis examinees en microscopic 
electroniquc. Les r^sultats sont pr6sent6s sur la figure 1 1 . Sur la figure 
11.1, on voit les cellules "controle" (grossisscment 6.000) ; sur la figure 
11.2 on voit les cellules trait6es par le compose de Tcxcmple 9 

35 (grossisscment 4.000) ; sur la figure 1 1.3, on voit un agrandissement des 
vesicules d^tectables sur la figure 11.2 (grossisscment 25.000) ; sur la 
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figure 11.4, on voit un detail du contenu d'une vacuole 
intracytoplasmique (grossissement 72.000). Sur cette figure 11, les 
lettres utilisees ont les significations suivantes : N = noyau ; C= 
cytoplasme ; M = mitochondries ; Vi = vesicules intracytoplasmiques ; 
5 Ve = vesicules extracellulaires ; CML = corps multilamellaire. 

L'analyse d6taill6e des photographies de la figure 1 1 permet les 
observations suivantes : on observe sur la figure 11.1 une cellule ayant 
un noyau volumineux centra, entour6 par le cytoplasme ; k la surface de 
la cellule, on observe de petits prolongements, qui sont des villi. Sur la 

10 photographie 1 1.2, on voit la cellule apr6s qu'elle ait subi un traitement 
par le compose selon I'invention ; elle a adopte une morphologic 
fusiforme ; les villi sont concentres sur une face de la cellule (dans le 
quart droit en bas sur la figure 11.2) ou apparaissent en surface de 
nombreuses vacuoles ; on observe egalement de nombreuses vacuoles et 

15 mitochondries dans le cytoplasme. Sur la photographie 1 1.3, on observe 
de nombreuses mitochondries ainsi que des vacuoles, qui contiennent 
des corps sombres et qui sont entourees de fibres de cytosquelette ; sur 
cette vue, deux types de vacuoles sont observables : des vacuoles 
intracytoplasmiques (Vi) et des vacuoles extracytoplasmiques (Ve). Sur 

20 la figure 11.4, on voit un detail d'une structure contenue dans les 
vacuoles intracytoplasmiques : il s'agit d'un corps multilamellaire 
caractdristique des cellules pulmonaires produisant des prot^ines de type 
surfactant B. 

Exemnle 56 : Survie de cellules PC 12 

25 Des cellules PC 12 ont 6t6 traitees comme indiqu6 a rexemple 

49.1. Dans le cas du present exemple, elles sont traitees par des doses 
croissantes d'lm compose selon I'invention utilis6 i 100 nM ; elles sont 
maintenues dans des boites de culture pendant trois semaines. Le 
nombre de cellules vivantes est mesur6 tous les deux jours. Le compost 

30 teste est ajoute tous les deux jours pendant les six premiers jours du 
traitement. 

Ce test a et6 effectue avec le compos6 de I'exemple 6 et le 
con:q)os6 de I'exemple 7. Les cellules PC 12 ont 6te incub6es a 37''C avec 
chacun des conq)os6s testes et avec 10 ng/ml de NGF : ces substances 
35 ont 6te rajoutees au milieu de culture lors de I'ensemencement. les 
r^sultats sont exprim6s en pourcentages moyens de survie des cellules 
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PC 12 pour trois experiences independantes : ils sont repr6sentes sur la 
figure 9. 

Les memes observations sont effectu^es quand on remplace le 
compose de Texemple 6 par le compose de Tun des exemples 4, 5, 42, 
5 43, 44 et 45. 

Les cellules PC 12 ainsi trait^es sont maintenues en culture aprbs 
avoir subi la pousse dendritique dont Texistence a 6t6 6tablie par 
Texemple 15. On constate que la survie de ces cellules est, par rapport a 
Tutilisation du NGF, considerablement augmentee lorsqu'on utilise les 
10 composes selon Tinvention. 

Exemple 57 : Survie de moto-neurones 

On a extrait des neurones de souris et on les a maintenus en 
culture selon la methode decrite par Duong et Coll., British Joumal of 
Pharmacology, 1999, vol. 28, p. 1385-1392. Les cellules maintenues en 

15 culture ont 6te traitees par le v6hicule-solvant utilise (eau + dimethyl 
sulfoxyde 0,02 %), par xm facteur neurotrophique (k savoir le 
BDNF, "Brain Derived Neurotrophic Factor") ou par un compose selon 
rinvention. On a utilise des doses variables de compost aiin d*6valuer 
les proprietes des composes selon I'mvention sur les moto-neurones 

20 normaux. La m^thodologie utilisee pour les cultures et le comptage des 
cellules survivantes est la meme que celle definie k Texemple 56 ; les 
moto-neurones purifies ont 6t6 incub6s k 37®C avec le vehicule-solvant 
ci-dessus indique, avec 10 ng/ml de BDNF ou avec le conq)os6 de 
I'exemple 6 ou de Texemple 7. k une concentration de 100 nM. Les 

25 r^sultats sont represent^s sur la figure 1 0. 

Les memes observations sont effectuees quand on remplace le 
compose de I'exemple 6 par le compos6 de Tun des exemples 4, 5, 42, 
43,44et 45. 

On constate qu'en Tabsence de traitement avec \m compose selon 
30 rinvention ou avec le BDNF, les cellules disparaissent rapidement au 
bout de quelques jours. On constate que Tefficacitd de Tun ou I'autre des 
composes selon rinvention qui ont ete testes est superieure k celle du 
BDNF : Tajout d'lm compos6 selon rinvention entraine done non 
seulement la pousse dendritique (comme 6tabli par I'exemple 49), mais 
35 ^galement la survie des cellules pendant une p6riode de trois semaines. 
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Les tests de survie donnes dans les exemples 56 et 57 sont 
indicatifs d'un effet favorable des molecules sur des maladies 
neurodeg6n6ratrices telles que la sclerose lat^rale amyotrophique 
(Amyotroph Lateral Scler Other Motor Neuron Discord (2001) 2 mars ; 
5 suppl. 1 : S 55-68) ou la maladie d'Alsheimer et la maladie de Parkinson 
(Brain Research Review (2000) vol. 3, p. 199-227). 

Exemple 58 : squelette d'actine sur les cellules A549 trait^es 
Des cellules A549 ont et6 traitees par le compos6 de I'exemple 9 
selon le protocole decrit en d6tail dans I'exemple 55 ; elles sont 

10 ensemencdes sur des lamelles de verre plac6es au fond de boites de 
culture a six puits (NUNC) k une densite de 50.000 cellules par puits 
dans un milieu nutritif de type "RPMI 1640" commercialise par la 
societe "Gibco BRL", complement^ a 10 % en s6rum de veau foetal. Les 
cellules sont alors fixees par une solution a 3 % de paraformaldehyde et 

15 elles sont permeabilis^es par une solution detergente contenant 0,1 % de 
"Triton-X-lOO" dans du TPS. On a observe le squelette d'actine des 
cellules trait6es en marquant les cellules avec la phalloidine-FITC. 

Le r^sultat est pr6sente sur la figure 12 : la photographic 1 de la 
figure 12 montre les cellules A549 t6moin : le cytosquelette d'actine 

20 enserre les cellules de fa^on r6gulidre. La photographic 2 de la figure 12 
montre I'apparition de v6sicules r^fiingentes, qui sont entour^es 
d'actine ; de telles v6sicules sont 6galement apparentes k I'ext^rieur de la 
cellule : on pense que I'actine intervient comme moteur lors de la 
s6cr6tion des vacuoles d'exocytose mises en evidence dans I'exemple 55. 

25 Sur la figure 13, on a pr6sent6 I'observation du squelette de 

tubuline sur les cellules A549 en microscopic de fluorescence. La 
photographic 1 montre ime cellule t^moin non traitee et la photographic 
2 montre une cellule traitee selon le processus donne en detail dans 
I'exemple 21. Le marquage des cellules A549 se fait ici avec un 

30 anticorps anti-tubuline y avec revelation avec un anti-corps anti-IgG- 
FITC. 

Sur la photographic 1, on observe un r6seau filamenteux r6gulier. 
Sur la photographic 2, on observe la presence de vacuoles 
intracytoplasmiques, qui ne sont pas entour6es de tubuline y (apparition 
35 de nombreux trous qui d^limitent la presence de ces vacuoles). 
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Les observations combinees des figures 12 et 13 montrent que les 
fibres de cytosquelette observables en microscopie 61ectronique dans les 
cellules A549 traitees contiennent des fibres d'actine. 

Les mSmes observations ont 6t6 effectu6es quand on remplace le 
5 compos6 de I'exemple 9 par le compose de Tun des exemples 46 et 47. 

Exemple 59 : induction de la production de vacuoles dans la 
lign6e cellulaire Uimorale U937 

Des cellules U937 ont 6t6 traitees avec 10 nM du con:q)os^ selon 
I'exemple 9 pendant 24 heures. Les modalit^s du trait^ent sont celles 
10 qui ont et6 expos6es en detail a I'exemple 55. 

Le resultat est represente sur la figure 14. Sur cette figure, la 
photographie 1 correspond a une cellule "temoin" (grossissement 6.000). 
La photographie 2 correspond a une cellule traitee par le compose de 
I'exemple 9 (grossissement 4.000) : on constate que la cellule a change 
15 de forme et fait apparaitre de nombreuses vacuoles intracytoplasmiques 
(rep6r6es Vi sur la photographie). Les significations des lettres symbole 
sur la figure 14 sont les mgmes que celles qui ont 6te utilis6es pour la 
figure 11. Sur la photographie 3 (grossissonent 25.000) on constate la 
presence d'un rdseau membranaire extremement d6velopp^ ; on 
20 distingue de nombreux organites cellulaires (nombreuses mitochondries 
t^oignant d'lme activite intense) ; on distingue 6galement des corps 
multi-v6siculaires (CMV), dont le detail apparait sur la photographie 4 
de la figure 14, cette photographie repesentant im CMV en cours de 
s6cr6tion k I'ext^rieur de la cellule (grossissement 72.000). 
25 Les memes observations ont 6t6 effectu6es quand on remplace le 

compost de I'exemple 9 par le compost de I'un des exemples 46 et 47. 

Exemple 60 : sur-expression d'un recepteur membranaire dans la 
lign6e cellulaire tumorale U937 

Des cellules U937 ont 6te cultivees dans un milieu "RPMI 1640" 
30 commercialism par la soci6te "Gibco BRL". On g6nere un plasmide 
codant im recepteur membranaire RCPG-MA qui appartient k la super- 
famille des recepteurs couples aux proteines G et qui contient ime 
etiquette HA. Les cellules U937 exprimant les recepteurs sont generics 
par transfection en utilisant le r^actif "lipofectamine" selon les 
35 instructions du fabricant. 
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48 heures apres la transfection, on a trait6 les cellules transfectees 
par 10 nM de compost selon rexeii5)le 9 pendant 12 heures. 

La figure 15 presente deux photographies d'immunofluorescence 
de cellules U937 qui expriment le RCPG-HA et qui ont subi un 
5 traitement par le compose de Texemple 9. Ces cellules ont 6t6 fixees 
pour 6tre examinees en microscopic de fluorescence. La presence du 
recepteur est rev616e par incubation en presence d'un anticorps anti-HA 
suivie d'une incubation avec un anticorps anti-IgG-FITC, Les 
photographies de la figure 15 montrent I'expression d'un recepteur 

10 membranaire de type RCPG dans les cellules qui ont ete traitees par le 
compost selon Tinvention, alors qu'en Tabsence de traitement Timmimo- 
detection est difficilement realisee. Les memes observations sont 
effectuees quand on remplace le compose de Fexemple 9 par le compose 
de Tun des exemples 10, 11, 14, 16, 46 et 47. 

15 Cette experience montre que les cellules transfectees peuvent 

produire massivement un recepteur membranaire dans les vacuoles 
intracytoplasmiques. 

Les exemples 48 et suivants, qui ont 6t6 ci-dessus exposes, 
montrent que les types cellulaires soumis aux experimentations 

20 produisent tous des vacuoles lorsqu'ils sont trait^s avec Tun des 
conq)os6s selon Tinvention : selon les cas, il pent s'agir de vacuoles 
multi*lamellaires et/ou multi-vesiculaires. On constate que le traitement 
par im compos6 selon Tinvention permet de constater dans les cellules 
traitees une activite de re-dif£§rentiation des cellules tumorales vers un 

25 ph6notype normal. 
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REVENDICATIONS 



1. Compose deriv^ de sterol, caract^ris^ par le fait qu'il 
correspond k la formule (I) 



formule dans laquelle le carbone en position 4 du squelette cholest^ol 
15 porte des 61^ents Ti, Ti, qui peuvent 6tre inddpendamment H ou CH3 
avec CH3 en a et/ou P, le carbone en position 24 porte un 616ment T4 qui 
repr^sente H, CH3 ou C2H5, le cari)one en position 14 porte un element 
T3, qui pent €tre H ou un CH3 en p, l*une des liaisons cntre les carbones 
5 et 6, d'lme part, et 7 et 8, d'autre part, pent 6tre double alors que I'autre 
20 est simple, et dans laquelle : 

- Z represente, en position 5 ou 8, soit H soit OH, OH ne pouvant 
6tre port6 que par un carbone qui ne porte pas de double liaison ; 

- et R represente en position 6 ou 7, sur un carbone ne portant pas 
de double liaison, le substituant de formule -Qo-Qi, 

25 substituant dans la formule duquel 

-Qo- represente le radical de formule (II) : 

-X-(CH2)^ [ Y,-(CH2)., )p, [ Y2 - (CH2)„2 ]p, t Y3<CH^ [ Y^-iCHiU ]p« [ Y, - {CH^ ] ps- (H) 

formule (II) dans laquelle : 
30 . pi, P2, p3, P4, Ps sont des nombres entiers egaux, ind^pendamment les 
uns des autres, a 0 ou 1, 
. no, ni, n2, ns, n4, ns sont des nombres entiers independants les uns des 
autres tels que : 



10 



5 




0) 



35 



1 ^ no^4 
0^n,,n2,n3, n4,n5 <4 
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. -X- represente -S-, -0-, -CH2-, -NR3-, oil R3 est H ou un radical alkyl 
en C1-C4, ou encore iin h6terocycle 



. -Yi-, -Y2-, -Y3-, -Y4-, -Y5- representent, independamment les uns des 
autres, -S-, -0-, -C-, -NR3-, ou R3 a la signification ci-dessus 
indiqu6e ; 
10 et dans la formule duquel 

- Qi represente un noyau indolique, un noyau morpholinique ou 
thiomorpholinique rattache par son atome d*azote, un h6t6rocycle 



I 

ou Ri represente H, COCH3, un radical alkyl en C1-C4 , ou encore 

— nCT 

20 R2 

oil Ri a les significations ci-dessus indiquees et R2 reprdsente H ou un 
radical alkyl en C1-C4, Ri et R2 pouvant constituer ensemble un cycle 
pip^dinique, pyridinique, pip^razinique 6ventuellement substitue par 
un radical alkyl en C1-C4, ou encore un h6t6rocycle pyrolique ou 

25 pyrolidinique comportant un atome d'azote et 4 atomes de carbone, sous 
r6serve que : 

^> alkyl en C1-C4 
. si -X- = -NH- et Qi = N ^ , Tun au moins des 

^ alkyl en C1-C4 
30 nombres pi, p2, p3, P4, Ps soit different de 0 ; 

. si -X- = -CH2-, nO = 1 et tous les nombres pi, p2, p3, p4, Ps sont nuls, Qi 
soit different de -NH2. 

2. Compose selon la revendication 1 , caract6ris6 par le fait qu'il 
correspond a la formule (I) dans laquelle la liaison entre les carbones C7 
35 et Cg est double, R = NH-(CH2)3-NH-(CH2)4-NH2 et T, = T2 = T3 = H. 
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3. Compost selon la revendication 1, caract^rise par 
le fait qu'il correspond a la formule (I) dans laquelle la liaison 
entre les carbones C7 et Cg est double, Ti = T2 = T3 == H et 
R = -NH-(CH2)3-NH-(CH2)4-NH-(CH2)3-NH2. 
5 4. Compose selon la revendication 1, caracterise par le fait 

qu'il correspond k la formule (I) dans laquelle la liaison entre les 
carbones C7 et est double, Ti = T2 = T3 = H et 



10 R = HN-H2C-H2C 

5. Con^os^ selon la revendication 1, caracterise par le fait 
IS qu'il correspond k la formule (I) dans laquelle la liaison entre les 

carbones C7 et Cs est double, Ti = T2 = T3 = H et R = -NH-(CH2)4-NH2. 

6. Compos6 selon la revendication 1, caract6ris^ par le fait 
qu'il correspond a la formule (I) dans laquelle la liaison Cv-Cg est 
double, T, = T2 = T3 =^ H et R = -NH-(CH2)2-0-(CH2)2-0-(CH2)2-NH2. 

20 7. Compose selon la revendication 1, caracterise par le fait 

qu'il correspond a la formule (I) dans laquelle les deux liaisons C5-C6 et 
C7-C8 sont simples, Z represente OH en position 5, Ti = T2 = T3 = H, R 
etant en position 6 et ayant la meme signification que dans la 
revendication 3. 

25 8, Compose selon la revendication 1, caracterise par le fait 

qu'il correspond k la formule (I) dans laquelle les deux liaisons C5-C6 et 
C7-C8 sont simples, Z represente OH en position 5, Ti = T2 = T3 = H, R 
6tant en position 6 et ayant la m6me signification que dans la 
revendication 4. 

30 9. Compose selon la revendication 1, caracterise par le fait 

qu'il correspond k la formule (I) dans laquelle les deux liaisons C5-C6 et 
C7-C8 sont simples, Z represente OH en position 5, Ti = T2 = T3 = H, 
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R 6tant en position 6 et ayant la signification 



\ 1 



(CH2)2-NH2 



R = 



5 



N 



10. Compose selon la revendication 1, caracterise par le fait 
qu'il correspond k la formule (I) dans laquelle les deux liaisons Cs-Cg et 
C7-C8 sont simples, Z represente OH en position 5, Ti= T2 = T3 = H, R 
10 6tant en position 6 et ayant la signification 



11. Compost selon la revendication 1, caract6ris6 par le fait 
qu'il correspond k la formule (I) dans laquelle les deux liaisons C5-C6 et 
C7-C8 sont simples, Z represente OH en position 5, Ti = T2 = T3 = H, R 
6tant en position 6 et ayant la meme signification que dans la 

20 revendication 2. 

12. Procede de preparation d'un conq>ose selon la revendication 
1, caract6rise par le fait que : 

- dans une premiere etape, on fait agir I'acide meta- 
chloroperoxybenzoique, dissout dans un solvant A, sur un compose 
25 repondant a la formule (III) 




(CH2)2-NH-C-CH3 
O 



N 



15 



30 




ail) 



35 
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formule dans laquelle le carbone en position 4 du squelette 
cholesterol porte des ^l^ments Ti, T2, qui peuvent dtre 
independamment H ou CH3 avec CH3 en a et/ou p, le carbone en 
position 24 porte un element T4 qui repr6sente H, CH3 ou C2H5, le 
5 carbone en position 14 porte un 616ment T3, qui peut 6tre H ou un CH3 
en Tune au moins des liaisons entre les carbones S et 6» d*une part, 
et 7 et 8, d'autre part, est double, le compose de formule III 6tant 
dissous dans un solvant B miscible au solvant A, 
- dans une deuxieme etape, on fait agir sur le compose epoxy obtenu 
10 par la premiere etape, dissous dans un solvant C en presence d'un 
activateur D, une amine de formule QoQi, Qo et Qi ayant les 
significations indiquees dans la revendication 1, dissoute dans im 
solvant E miscible au solvant C. 

13. Procede selon la revendication 12, caract6rise par le fait que 
15 Ton purifie le produit obtenu dans la premiere etape avant de Tutiliser 

pour la deuxieme etape. 

14. Procede selon Tune des revendications 12 ou 13, caracterise 
par le fait que Ton utilise, comme activateur D, le perchlorate de lithium. 

15. Procede selon Tune des revendications 12 a 14, caracterise 
20 par le fait que Ton utilise, comme solvant A, le chlorure de methylene. 

16. Proc6d6 selon la revendication 15, pour la preparation d'un 
compose de formule (I) portant un OH sur le carbone en position 5 et 
comportant ime double liaison entre les carbones 7 et 8, caracteris^ par 
le fait que Ton utilise, comme solvant B, un melange de chlorure de 

25 methylene et d'lme solution aqueuse de Na2C03. 

17. Procede selon la revendication 15, pour la preparation d'un 
compose de formule (I) portant un OH sur le carbone en position 5 et 
comportant une simple liaison entre les carbones 7 et 8, caracterise par 
le fait que Ton utilise, comme solvant B, du chlomre de methylene. 

30 18. Procede selon Time des revendications 16 ou 17, caract6ris6 

par le fait que Ton utilise, comme solvant C, de I'^thanol anhydre ou de 
la pyridine, la reaction de la deuxieme etape ^tant r6alisee au reflux, a la 
pression atmosph6rique. 

19. Medicament, caracteris6 par le fait qu'il comporte, dans im 

35 vehicule pharmaceutiquement acceptable, au moins un compose selon la 
revendication 1. 



wo 03/089449 




PCT/FR03/01248 



38 



20. Medicament selon la revendication 19, caracterise par le fait 
qu'il est utilise pour augmenter la dendritogenese de cellules vivantes de 
manmiiferes. 

21. Medicament selon la revendication 20, caracterise par le fait 
5 qu'il est utilise pour d6clencher une neuritog6nese sur des cellules 

nerveuses ou leurs pr^curseurs. 

22. Medicament selon la revendication 2 1 , caracterise par le fait 
qu'il est utilise pour combattre les maladies neurodegeneratives 
humaines, notamment la sclerose laterale amiotrophique, la maladie 

10 d' Alzheimer et la maladie de Parkinson. 

23. Medicament selon la revendication 19, caracterise par le fait 
qu'il est utilise pour activer le systdme immunitaire d'un organisme 
vivant. 

24. Medicament selon la revendication 19, prise seule ou en 
15 combinaison avec la revendication 23, caracterise par le fait qu'il est 

utilise pour la production de vacuoles secretoires dans des cellules 
tumorales d'un organisme vivant. 

25. Medicament selon la revendication 24, caracterise par le fait 
qu*il est utilise pour faire regresser une tumeur cancereuse de 

20 mammif^re. 

26. Medicament selon Tune des revendications 19 i 25, caracterise 
par le fait qu'il est administre par injection. 

27. Medicament selon les revendications 25 et 26 prises 
simultanement, caracterise par le fait qu'il est injecte k proximite de la 

25 tumeur a traiter. 

28. Medicament selon les revendications 19 k 27, caracterise par 
le fait qu'il est administre a des doses allant de 8,5 ng i 1,7 p.g par 
gramme d'organisme vivant. 
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